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Abstract We was investigated parasporal inclusion proteins change to use industrial medium of new strain

Bacillus thuringiensis CAB 565, CAB 566. To confirm medium’s oxygen efficient consist of glucose and

yeast extract, we was conducted oxygen transfer coefficients (KLa) of medium’s concentration and impeller

in 20 l-Jar fermentor. When to increase air flow rate and medium concentration, KLa rate is rise. Also it is

effective on agitation rate 200 rpm, but KLa rate is decrease when to rise agitation rate. To hold dissolved

oxygen rate (upper 50%), Air flow rate is steadily increase on culture to use microsparger. When 16 hour of

culture stage, B.t. CAB 565 and B.t. CAB 566 harvested respectively 2.3 × 1010, 1.8 × 1010 viable cell/ml.

When 54 hour, B.t. CAB565, 566 harvested respectively 1.9 × 1010, 1.4 × 1010 spore/ml. To resulting carbon’s

concentration, It is the most effective that glucose concentration is contained 5% in medium. 

Key words Bacillus thuringiensis, parasporal inclusion protein, dissolved oxygen, oxygen transfer coefficient

서 론

전 세계적으로 농작물의 해붕방제를 위하여 Bacillus

thuringesis를 이용한 미생물 살충제제가 광범위하게 이용되

고 [Andrews et al., 1987] 있으며 국내외적으로 사용량이

증가하고 있다. B. thuringiesis의 살충성 활성물질은 포자형

성 동안에 생성되는 결정체 독소 단백질인 δ-endotoxin으로

알려져 있다[Krieg and Miltenburger, 1984; Aronson et al.,

1986]. 이 결정체 독소 단백질의 생성량이 B. thuringiesis 제제

의 살충 성능을 좌우하고[Morris et al., 1996], 이는 균주에

따라 달라질 수 있지만, 배지의 조성과 배양 조건에 따라 포

자의 형성, 결정체 독소 단백질인 δ-endotoxin의 생성을 조

절 할 수 있다고 보고되었다[Holmberg et al., 1980]. 따라서

우수한 살충력을 가진 B. thuringiesis 균주의 영양분 요구

특성을 구명하고 최적의 발효 배지 및 배양 조건을 확립하

는 것이 중요하다. 하지만, 일반적으로 고효율 균주는 배양

실험을 통해 선별되는데, 주로 진탕 배양기를 사용하여 배

양 실험이 수행되며, 추가 적인 배양 실험에 많은 시간과 노

력이 필요하다. 대량생산의 최적화를 위하여 발효 배지 및

배양 조건을 맞추기 위한 플라킷-버만 설계법(Plackett-

Burman design method)이나 반응표면분석법(Response sur-

face method, RSM) 등과 같은 통계학적 방법들이 이용되고

있다. 그러나 통계학적 방법을 사용하더라도 미생물 배지

및 배양 조건 최적화 단계까지 실험을 하기 위해서는 많은

횟수의 실험이 필요하다. 특히, B. thuringiensis는 C/N ratio,

무기염의 첨가 정도, 배양액 내 산소전달 계수(KLa)의 특성

에 따라 포자의 형성과 δ-endotoxin의 생성량의 변화가 큰
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것으로 알려져 있어 면밀한 검토가 필요하다. 이에 본 연구

에서는 소형 생물반응기를 통해 새롭게 선발된 높은 살충력

을 만들어내는 두 종류의 B. thuringiesis 균주를 활용하여

여러 가지 배양 조건인 배지성분, 용존산소, pH, 세포농도,

포자농도 그리고 δ-endotoxin의 변화를 모니터링하면서 발

효 배지와 배양조건의 최적화 연구를 검토하였다.

재료 및 방법

균주 및 배지

본 연구에 사용된 Bacillus thuringiensis(이하 B.t.) CAB565,

CAB566는 충남대학교 응용생물학과 생물적해충제어 실험

실에서 분리한 균주를 분양 받아 사용하였다. 두 균주는 결

정체 독소 단백질을 생산하는 염기서열을 분석한 결과 B.t.

CAB565과 CAB566균주는 각각 혈청형이 B.t. subsp. kurstaki

와 B.t. subsp. aizawai로 동정되었었다. 보존 균주는 glycerol

(50%)를 이용하여 −80oC에서 저장하였고, Nutrient Agar

(Difco)배지에 계대 배양하여 실험에 사용하였다. 접종용 균

주의 배양은 250 ml의 삼각플라스크에 Nutrient Broth 배양

배지를 50 ml 첨가하여 121oC 20분 멸균한 후 0.5% 균을

접종하여 30oC에서 8시간 동안 120 rpm에서 진탕 배양하여

사용하였다.

배양용 배지 조성

산업용 배양용 배지의 성분은 Yeast extract 0.8%, CSL

3%, SBM 2%, Ammonium sulfate 0.05%, Calcium chloride

2H2O 0.05%, Magnesium sulfate 7H2O 0.1%, Maganse

sulfate 5H2O 0.01%, Sodium hydrogen phosphate, Di0.15%,

Antifoam(Konion) 0.5%로 조제하고 Glucose는 각 2%, 3%,

4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% 그리고 10%를 첨가하여 증류수

에 용해하고 이때 pH는 4NKOH (NaOH)를 이용하고 pH

7.0으로 조절하여 Working volume이 30 l로 만들어서 120
oC에서 15분 멸균하여 배양하여 사용하였다.

반응기 제작 및 DO 측정 시스템

본 실험에 사용된 반응기는 외경이 36.9 cm, 내경 30.9

cm, 높이 67.4 cm인 Steel Use Stainless(SUS 316 l)로 된 원

통형 50 l 형태로 (주)퍼멘텍에서 제작하였다. 내경에 장착

할 임펠러로는 6개의 날개가 있는 터빈형(Turbine Impeller)

과 패들형(Paddle Impeller)을 이용하였다. 터빈임펠러와 패

들임팰러의 경우 지름이 15.5 cm이고 높이가 10 cm로 반응

기 내경의 50.1%이었으며, 하층 임펠러와 바닥 사이의 거리

는 15 cm로 하였다. 통기 장치는 Microsparger (Mott cor-

poration)로 통기 구멍 크기가 24 μm로 직경은 외경 2 mm,

내경 1.5 mm, 길이 10 cm를 사용하였다. 제작된 배양기에

Do Probe (Broadley James: USA)를 부착하고, Probe로부터

출력되는 신호의 데이터는 컴퓨터를 이용하여 1분 단위로

자동적으로 저장되도록 하였다. 컴퓨터에 전달된 전압 값은

계산식에 의해 용존 산소농도(%)로 환산되어 화면상에 표

시되었다. 산소전달계수(Kla)를 구하기 위해, 일반적으로 많

이 쓰이고 있는 Dynamic method를 이용하였다.

Glucose 농도에 따른 배양

Glucose 첨가의 영향에 대한 실험은 기존 배지에 glucose

2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% 그리고 10% 등 9종류

로 첨가하여 영양세포와 포자 형성 그리고 독소 단백질에

대한 영향을 검토하였다. 배양 중 pH는 2 N HCl과 2 N

KOH를 이용하여 pH 7.0으로 조절하였으며, 배양중에 발생

되는 과량의 foam은 Antifoam LS-303(한국다우코닝)을 3

배 희석하여 멸균전 30 ml 첨가하였다. 50 l 발효기에

working volume을 30 l로 하고 120oC에서 15분 동안 혼합

멸균한 후 0.5% 균을 접종하고 30oC에서 1.0 vvm 통기량과

rpm 200의 교반 속도에서 배양하였다.

반응기에서의 Microsparger 적용에 따른 B.t. CAB565와 

CAB566균주의 배양

B.t. CAB565와 CAB566균주의 배양에서 마이크로 버블

의 산소전달에 의한 영양세포와 포자형성 및 δ-endotoxin의

수율을 조사하기 위해 (주)퍼멘텍에서 제작된 50 l 반응기를

사용하였다. 이때 microsparger (size: 24 μl)를 부착하였다.

배양액에 산소를 공급하기 위해 공기를 Vessel 바닥에 부착

된 microsparger를 통해 주입하였다. 교반 속도는 200RPM

으로 하였으며 통기 속도를 조절하여 배양 2일(48시간) 후

수율을 확인하였다.

B.t. CAB565와 CAB566 균주의 산소요구도 측정

B.t. CAB565와 CAB566균주의 산소 요구도의 측정은 50 l

반응기를 사용하였으며, glucose 함량이 각 다른 배지를 측

량하여 working volume 30 l로 하여 120oC 에서 15분 멸균

하였다. 이후 냉각하여 배양온도인 30oC에서 100 rpm로 연

속 교반하면서 공기를 유입하여 용존산소를 100%로 유지한

후 B.t. CAB565, CAB566균주를 각각 0.5% 접종한 후 공

기를 중단하여 Oxygen uptake rate (OUR) 값을 측정하였다.

또한 교반 속도를 150, 200, 250 그리고 300 rpm 등 4단계

로 변환시킨 후 산소 요구도를 측정하였다.

분석방법

생존세포(영양세포: viable cell은 희석한 시료)를 열처리

없이 NA 배지에 접종하여 colony수를 측정한 것을 cfu

(crystal formation unit)/ml로 나타내었고, spore 수는 희석

한 시료를 80oC의 Water bath 에서 15분간 열처리한 후 NA

배지에 접종하여 colony수를 측정하였다. δ-endotoxin량을
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정량적으로 측정하기 위해 Bradford method 법을 사용하였고

[Bradford, 1976], 시료의 전처리는 기존에 알려진 방법을 참

고하여 실험하였다[Khedher et al., 2014]. δ-endotoxin을 정량

적으로 측정하기 위해 Bovine serume albumine을 최종농도

가 0-100 μg/ml로 샘플을 제조하여 단백질량을 측정하고, 이

결과는 B.t. CAB565와 CAB566 균주의 배양 완료액의 δ-

endotoxin의 함량 측정하는데 Standard curve로 사용하였다.

결과 및 고찰

Microsparger와 임펠러 형태가 산소 전달 속도에 미치는 

영향

통기시 산소 전달 속도는 주로 교반 속도, 통기속도, 기체

가 단위 부피당 액체와 맞닿아 있는 표면적에 비례한다. 제

작된 반응기에서 물을 매질로 사용하여 통기하였을 때 산소

전달계수(KLa) 값은 5-20 hr−1 정도였고 배지를 매질로 사용

하여 통기하였을 때는 5-50 hr−1 정도로 배지를 매질로 사용

하였을 때가 훨씬 높았다. 통기시에 공기 방울이 micros-

parger에서 나와서 액의 표면까지 이동할 때 공기 방울끼리

서로 응집되는 현상이 나타났다. 응집이 일어나면 공기 방

울의 크기가 켜져 산소 전달속도는 감소하게 된다. 매질로

배지를 이용했을 때는 배지내의 성분들 및 특정 배지의 농

도로 인해 공기 방울의 표면이 포화되어 공기 방울이 서로

뭉치는 현상이 적어지므로 산소 전달이 증가했을 것으로 보

인다. 배지 농도에 따른 Microsparger를 사용하여 KLa 값을

측정하여 본 결과, 배지 농도가 높을수록 KLa 값이 더 켜졌

다. 이는 배지 농도가 높아질수록 공기 방울이 배지로 인해

표면적이 켜졌고, 응집 현상이 적게 나타난 것으로 보인다

(Fig. 1). 

대부분의 결과에서 교반 속도와 통기 속도가 증가함에 따

라 KLa 값이 거의 일정하게 증가하는 것이 관찰되었다. 그

러나 배지를 매질로 한 경우 교반 속도가 증가함에 따라

KLa 값이 일정하게 증가하는 경향이 보이지 않았으며, 높은

통기 속도로 통기 하였을 때, 200 rpm 이상의 교반 속도에

서는 교반 속도가 낮을 때가 높을 때보다 KLa 값이 더 높았

다(Fig. 2). 

이런 현상은 교반시 와류 발생으로 인해 공기방울이 임펠

러의 회전축으로 모이는 것으로 인해 공기 방울의 응집 현

상이 일어나고 이는 교반 속도를 높일수록 더 심하였다. 매

우 작은 공기 방울이 생성될 때 이런 응집 현상은 KLa 값의

심한 감소를 초래한다. Microsparer 의 경우, 매우 작은 공

기 방울이 생성되므로 교반 속도를 높일 때 교반에 의한 산

소 전달의 증가보다 위의 응집현상에 의한 산소 전달의 감

소가 더 크게 영향을 미치는 것으로 보인다. 터빈 임팰러를

사용했을 때와 패들형 날개를 가진 임펠러를 사용 했을 때

의 KLa 값을 비교해 보면, 패들형 보다 터빈형 임펠러를 사

용했을 때가 KLa 값이 다소 높았다. 교반시 공기 방울이 회

전축으로 모이는 정도가, 터빈형 임펠러를 사용하였을 때가

패들형 날개를 가진 임펠러를 사용할 때보다 덜 하였다. 이

루 미루어, 터빈형 임펠러를 사용하는 것이 산소 전달에는

더 유리 할 것으로 판단된다(Fig. 3).

Microsparger를 이용한 통기하에서의 세포 성장 영향

세포의 성장과 포자 및 독소단백질의 형성에 대한 용존산

Fig. 1. Effect of aeration rates on KLa in medium density and
water.
Pore size of sparger : 24 µm

Fig. 2. KLa trends in the medium according to the agitation rate
effects.

Fig. 3. Aggregation trends according to the air bubbles in the
impeller type : Turbine impeller, Paddle impeller.
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소량의 영향을 검토하기 위해 Microsparger를 반응기에 장

치하여 배양 초기부터 30 l/min(약 1 vvm)의 일정한 속도로

계속 통기했을 때는 세포가 정상적으로 성장하지 못하였다.

이것은 배양 초기 세포가 불안정하고 세포의 양도 적은 상

태이므로, 통기에 의한 세포 손상도 나타나기 때문으로 보

인다. B.t. CAB565균주는 용존 산소가 50% 조절 통기를 유

지 하여 배양한 결과, Fig. 4와 같이 최대의 영양세포는 14

시간 배양에서 2.3 × 1010 cell/ml를 얻었으며 포자수는 72시

간 1.9 × 1010 spore/ml로서 최대값을 보였다. B.t. CAB566

균주 또한 Fig. 4와 같이 최대의 영양세포는 12시간 배양에

서 1.8 × 1010 cell/ml를 얻었으며 포자수는 72시간 1.4 × 1010

spore/ml로서 최대값을 보였다.

배양 초기, 즉 균주 접종 후 4시간 동안 15 l/min(약

0.5 vvm) 일정하게 통기하여 용존 산소 농도가 50% 이하로

떨어지지 않았으며, 그 후 50% 이하로 떨어질 때마다 3 l/

ml (약 0.1 vvm)의 속도로 단계적으로 통기 속도를 높여 배

양하였다(Fig. 5). 산소 소모량은 배양 8시간부터 급격히 소

모하기 시작하여 16시간 최대를 보이다가 이후 완만하게 감

소하는 경향을 보여, 산소 소모량과 세포 성장 패턴이 동일

한 경향을 보였다. 한편 포자수는 배양 20시간 후부터 증가

하기 시작하여 54시간 까지 급격하게 증가하다가 배양 72시

간에 최대 포자수를 형성하였다. 하지만 B.t. CAB566 균주

는 용존 산소 40% (9 l/min) 농도에서 B.t. CAB565 균주와

비슷한 세포 성장속도와 포자 형성율을 보이 것으로 보아

B.t. CAB566 균주는 비교적 B.t. CAB565 균주 보다 용존

산소 요구도가 낮은 것으로 보인다. 이러한 결과들로 보면,

B.t. CAB565, CAB566 균주들은 영양세포의 성장 과정보다

포자를 형성하는 단계에서 균주에 따른 차이를 보이지만 더

높은 용존 산소량을 요구하는 특성을 가지는 것을 확인하였

다(Fig. 5). 

또한, 포자의 형성량 및 δ-endotoxin 형성과 산소 전달계

수(KLa) 값과의 관계에서 B.t. CAB565 균주의 KLa 값은

280 hr−1 정도였으며, B.t. CAB566 균주의 KLa 값은 230-

250 hr−1 정도로 증가 시킬 때 증가 되었다(Table 1). 

산업 배지 Glucose 첨가에 따른 영향 

B.t.의 포자와 독소단백질의 형성은 탄소원이 고갈되는 시

기에 이루어지며[Mummigatti et al., 1990] 질소원과 탄소원

의 비율에 의해서도 많은 영향을 받는 것으로 알려져 있다

[Farrera et al., 1998] 따라서, C/N ratio의 조절, 무기염의

첨가 등에 의한 포자 형성의 영향 등을 연구함으로써 배양

배지를 최적화하는 연구 결과들이 많이 보고되었다[Icgen et

Fig. 4. Profiles of viable cell and spore number during a batch
culture of B. thuringiensis under dissolved oxygen concentra-
tion of 50% saturation (A) B. thuringiensis CAB565, (B) B.
thuringiensis CAB566.

Fig. 5. Air flow and DO trend during culture of B.
thuringiensis. Culture condition is total volume 30 l, agitation

rate 200 rpm, aeration rate 1 vvm, 30oC. (a) B. thuringiensis
CAB565, (b) B. thuringiensis CAB566.

Table 1. The culture conditions, the oxygen transfer coefficient
(KLa) and spore formation and d-endotoxin related

Fermentation kinetic parameters CAB565 CAB566

Vegitative cell (× 1010 cfu/ml) 2.3 1.8

spore cell (× 1010 cfu/ml) 1.9 1.4

sporulation ratio (%) 82.6 77.8

KLa (hr
−1) 280 230 - 250
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al., 2002a; Icgen et al., 2002b]. Glucose를 산업 배지에 비

율(2-10%)별로 추가 첨가하여 검정한 결과 영양세포 및 포

자수는(가) 낮은 첨가비율에서는 점차 증가하는 경향을 보

이다가 6% 이상의 glucose 에서는 오히려 감소하는 경향을

보였다(Fig. 6).

이러한 결과는 초기의 높은 glucose 농도가 세포 성장과

포자에 있어 오히려 저해요소로 작용한다는 연구 결과와 일

치하는 것으로 glucose 사용에 있어 5% glucose를 조성으로

하는 산업용 배지 조성이 효과적으로 보인다[Hofte and

Whiteley, 1989]. 또한, B.t. CAB565, CAB566균주 모두 동

일한 결과가 관찰되었다.

산업배지 배양액의 내독소단백질량 측정 

배양액내의 내독소단백질은 대상해충의 살충성에 영향을

미치며, 포장형성과 내독소단백질 생성은 서로 연관이 있기

때문에 포자와 생균수의 생성량을 높은 산업배지의 내독소

단백질량을 측정하였다(Benoit et al., 1990). 단백질량을 정

량하기 위해 Bovine serume albumine을 이용하여 standard

curve를 측정였다(Table 2, Fig. 7). 이를 토대로 B.t. CAB

565, CAB566균주의 산업배지 배양액을 희석하여 내독소단

백질의 양을 측정하였다(Table 3). 두 균주 중 포장형성이

많았던 B.t. CAB565균주의 내독소단백질량이 많은 것으로

확인되었다. 두 균주 배양액의 내독소단백질량을 비교하기

위해 시중에 판매중인 B.t. 제(A사)와 생균수 농도를 맞춘상

태에서 측정한 결과 B.t. CAB565, CAB566의 내독소단백

질량이 더 높은 것으로 확인되었다(Table 4).

본 실험을 바탕으로 B.t. CAB565, 566의 나비목해충에

대한 살충력을 높이기 위해 제형화 실험을 진행 중에 있다. 
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요 약 신규 병원성세균 Bacillus thuringiensis CAB565, 566균주를 이용한 산업배지에서의 배양조건에 따른 독소

단백질의 차이를 확인하였다. 포도당, 효모추출물 등으로 구성된 산업배지의 산소 전달 속도를 확인하고자 소형배양

기에서 임펠러와 배지 농도에 따른 산소전달계수(KLa)의 차이를 확인하였다. 교반기의 통기량이 많을수록 그리고 배

지 농도가 높아질수록 산소전달계수(KLa) 값이 상승하였다. 하지만 교반속도는 200 rpm에서 가장 효율적이었고, 교

반속도가 상승할수록 효과가 떨어졌다. Microsparger를 이용하여 배양 중 단계적으로 통기속도를 높여 배지내 용존

산소농도를 50% 이상으로 유지시켜 배양한 결과 생균수는 배양 후 16시간, 포자수는 54시간에 최대의 농도값을 보

였다. 그 결과, B.t. CAB565의 생균수는 2.3 × 1010cell/ml, 포자수는 1.9 × 1010 spore/ml 그리고 B.t. CAB566의 생균

수는 1.8 × 1010 cell/ml, 포자수는 1.4 × 1010 spore/ml를 보였다. 탄소원의 농도는 포도당의 농도가 5%일 때, 세포성

장에 가장 유리한 것으로 조사되었다. 

색인어 Bacillus thuringiensis, 독소단백질, 용존산소량, 산소전달계수
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